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論文内容の要旨
【緒言】
　中枢神経損傷後の機能回復を目指した研究が主に脊髄損傷モデルで試みられているが、
頭蓋内中枢神経損傷を対象とした研究は少ない。我々は、患者のADLに多大な影響を及
ぼす顔面神経障害の機能回復を目指し、再現性の高い引き抜きによる脳槽内顔面神経軸索
損傷モデルを作製し、興奮性神経伝達物質の放出を抑制する作用を有するpregabalinの神
経保護効果を検討した。
【方法】
　実験動物として、体重250～300gの雄性ウィスターラットを用いた。全身麻酔下に茎乳突
孔出口で右顔面神経を末梢側に引き抜き、脳槽内顔面神経軸索損傷を作製した。Pregabalin
の神経保護効果を検討するため、投薬群には術前15分、術後４, 24, 48時間にpregabalin 
30mg/kgを腹腔内投与した。非投薬群には生理食塩水を投薬群と同時期に同用量を腹腔
内に投与した。術後３, ８, 14, 28日目に脳を摘出し、パラフィン包埋後に顔面神経核を全
て含む連続組織切片を作製した。顔面神経核内生存神経細胞数の評価のためにクレシルバ
イオレット染色を行い、病理組織学的検討のため、HE染色およびGFAP, CD11b/c, cleaved 
caspase 3の免疫組織染色を行った。
【結果】
　再現性をもって脳槽内顔面神経軸索損傷モデルを作製し得た。術後14, 28日目において、
損傷側では健常側と比較し、顔面神経核内神経細胞数は有意に減少した。投薬群では、非
投薬群と比較し、損傷側顔面神経核内神経細胞減少数が術後14, 28日目とも有意に低下し
た。HE染色では、損傷側顔面神経核内神経細胞において逆行性変性に伴う特徴的な組織
変化を認めたが、投薬群では神経細胞の変性は軽度にとどまった。顔面神経核周囲におけ
るCD11b/c免疫組織染色では、両群とも損傷側において顔面神経核内にCD11b/c陽性ミク
ログリアを認めたが、投薬群では出現時期が遅延した。GFAP免疫組織染色では、両群と
も術後３日目にはGFAP陽性アストロサイトの過剰な集簇を認め、術後28日目まで過剰集
簇が持続した。顔面神経核周囲におけるcleaved caspase 3免疫組織染色では、術後14日目
には損傷側顔面神経核内に陽性細胞は認められず、術後28日目の損傷側顔面神経核内の変
性細胞において陽性所見を認めた。
【考察】
　顔面神経核内神経細胞は逆行性変性をきたし、過去の文献で報告されている直達損傷に
よる頭蓋内顔面神経切断後とほぼ同程度の逆行性変性を認めた。また、損傷側顔面神経核
内の変性細胞にcleaved caspase 3陽性細胞が観察されたことから、逆行性変性による神経
細胞死の機序にアポトーシスが関与している可能性が示唆された。同損傷モデルに対し周
術期にpregabalinを投与することにより、逆行性変性が軽減された。Pregabalinの興奮性
伝達物質の放出を抑制する作用や細胞内へのCa2+の流入を抑制する作用により、軸索損傷
時に神経保護効果をもたらした可能性が考えられる。
【結論】
　再現性の高い脳槽内顔面神経軸索引き抜き損傷モデルを作製することができた。顔面神
経核内神経細胞の組織学的変化から、頭蓋内顔面神経軸索切断と同等の逆行性変性をきた
すモデルであると考えられた。同モデルを用いてpregabalin投与による神経保護効果を検
討したところ、損傷側顔面神経核内神経細胞生存率が有意に上昇した。顔面神経核内にお
いて、軸索障害側にCD11b/c陽性ミクログリアが発現したが、pregabalinの投与により発
現が遅延することが観察された。Pregabalinが軸索損傷時に神経保護効果をもたらし、軸
索損傷後の神経細胞障害を軽減する可能性が示唆された。
論文審査結果の要旨
　本研究では、ラットを用いて脳槽内での顔面神経軸索断裂を引き起こすことで神経核で
の細胞死を解析しているが、採用した動物モデルにおける神経断裂の再現性について質問
が出された。これに対して、本研究での実験操作は顕微鏡使用下での操作により髄液漏は
ほぼ間違いなく再現できること、また実験動物における顔面筋麻痺が明らかでない場合に
は解析対象から除外していることが説明され、実験モデルの妥当性が確認された。グリア
細胞の反応についての解析ではCD11bをミクログリアのマーカーとして用いているが、ミ
クログリアのマーカーとなる他の因子（Iba1など）でも同様に免疫組織科学を行うことで、
ミクログリアの動態についてより詳細な検討ができるのではないかとの指摘がされ、今後
の研究課題である旨の回答がされた。また、顔面神経軸索断裂後の神経核内での細胞死に
ついては、活性型caspase 3の発現上昇のみでは細胞死の機序をアポトーシスとは断定でき
ないことや、それに関連して、caspase 8, caspase 9, caspase 12のいずれもcaspase 3の活性
化を誘導するので、本モデルでの細胞死がどのタイプであるかを検討する等、細胞死の種
類についての解析が有用ではないかとの議論がなされた。
　本研究は、脳神経の内因性再生能力の検討につながる可能性のある研究として評価され、
学位論文として十分な質を持つものと評価された。
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